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＜はしがき＞

　分子シャペロンは、リボソームで合成された直後の新生ポリペプチドの折れ

たたみ（fdding）や集合（assembly）、変性タンパク質の再生などを介助する。

ポリペプチドやその複合体が天然あるいは成熟した構造に至る途上で、本来は

分子内部や分子間相互作用部位に折り込まれていた疎水性アミノ酸残基が分子

表面に露出し凝集しやすくなる。このような疎水性部分に分子シャペロンが一

過的に結合して，正しい折れたたみや（分子）集合に導く。高温などのストレ

ス下では熱ショックタンパク質（HSP）として著しく誘導されて、変性タンパク

質の不可逆的凝集阻止や天然の構造への再生、あるいはプロテアーゼとして変

性タンパク質の分解に関与すると考えられている。本研究は、シアノバクテリ

アにおける分子シャペロンあるいはHSPの、以下に示すような広範な細胞機能

の解明を主目的とした。

（1）新規なHSP、Orf7．5の遺伝子発現調節に果たす役割の解明

　　oが7．5遺伝子は、我々がシアノバクテリア助nθohooooo麗ssp，PCC7942から初

めてクローニングした新規なHSP遺伝子である。海洋性シアノバクテリア

P706hlo706000〃s属のゲノムに相同な配列が存在することが最近明らかにされた。

分子遺伝学的手法を用いることで、我々はOrf7．5がgmE8Lオペロンの転写を活

性化する正の転写調節因子であることを示唆する結果を得た。本研究では

g70E皿オペロンの転写調節に果たすOrf7．5の機能を明らかにすることを目的と

した。Orf75によるシアノバクテリア遺伝子発現調節機構の解明はシアノバクテ

リアのみならず広く原核生物における新規な遺伝子発現調節の発見をもたらす

ものと期待される。

（2）光合成集光装置フィコビリソームのストレス条件下における安定化や、

この超分子の構築に果たす低分子量HSPやHtpGなどの分子シャペロンの役割

解明

　加v∫孟70における実験からフィコビリソームの形成は自動的におこると考えら

れているが、単一のポリペプチドの折れたたみから複数のポリペプチドの集合

にいたるまで分子シャペロンの働きが極めて重要であることが明らかになって

きた最近の知見を背景にすると、このような10数種のポリペプチドから天然型

の巨大な（200分子以上から成る）タンパク質複合体形成に分子シャペロンが関

与しないと考えるのは非現実的である。本研究では、フィコビリソーム構築の

各段階において、集合前のポリペプチドの（表面に露出した）疎水性（タンパ

ク間）相互作用部位に一過的に分子シャペロンが結合して間違った凝集を抑制

し正しい構築に導くと仮定する。本研究は、フィコビリソーム複合体の構築に

果たす分子シャペロンの役割解明への道を開くものと考える。
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（3）光合成装置構成ポリペプチドや色素の生合成に果たすHtpGの役割解明

　大腸菌や枯草菌にもhψG遺伝子が存在するが、欠損しても致死とはならない

し、高温における生育や生存率に顕著な変化が生じない。変異株の表現型が現

れないためにHtpGの機能は不明であった。しかし、我々はhlPG遺伝子の破壊

によってみnθohooooo〃s　sp．PCC7942が高温などのストレスに著しい感受性を示

すことを明らかにし、HtpGがストレス条件下で重要な働きをすることを明らか

にした。

　東京農業大学の吉川博文教授らは酵母ニハイブリッド法を用いてPCC7942株

のHtpGとUropolphyrinogen　decarboxylaseが相互作用することを明らかにした。

この酵素はヘム合成経路の酵素で、活性酸素消去に関わるcatalaseやperoxidase

などのヘム含有酵素の合成のみならず、phycocyanobilinやクロロフィル合成にも

重要な働きをしている。これらの結果からHtpGが上記酵素との相互作用を介

してヘム合成系を調節することによりシアノバクテリアの光合成機能を広範に

調節するのではないかと考えた。

　真核生物の細胞の増殖や分化において必須の機能を果たすHSP90の祖先遺伝

子はHtpGである。この点で、原核から真核生物にいたるまで最も基本的な反応

（例えば電子伝達）に関与するヘムの合成経路におけるHtpGの機能に焦点をあ

てることは、HtpGのみならずHsp90の細胞機能を明らかにする上でも重要であ
る。

　研究成果は後に示すように国際的な学術雑誌や国内外の学会・研究会等で既

に発表した。なお、これら以外にも現在論文投稿準備中の成果を得ているので、

それらを以下に簡単に記す。

（1）新規なHSP、Orf7．5の機能解明

　酵母ニハイブリツド法で、のnε6hooooo〃s　sp．PCC7942株の主要シグマ因子

RpoD1とOrf7．5とが特異的に相互作用することを示唆する結果を得た（東京農

業大学吉川博文教授との共同研究）。さらにOrf75とRNAポリメラーゼコア酵

素のβサブユニットが直接相互作用することをファーウェスタン法で明らかに

した。

　PCC7942株から精製したRNAポリメラーゼコア酵素、精製Orf75とRpoD1、

それに鋳型としてg70ESZ1オペロンのプロモーター領域を含むDNA断片を用い

てラン・オフin　vi170転写解析を行い、Orf7．5が970ES乙！プロモーターの転写活

性を増加させること、熱処理下ではその効果が倍増することを明らかにした（東

京大学田中寛助教授との共同研究）。

（2）光合成集光装置フィコビリソームのストレス条件下における安定化や、

この超分子の構築に果たす低分子量HSPやHtpGなどの分子シャペロンの役割

解明
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　通常温度で培養したhψσ遺伝子破壊株細胞から単離したフィコビリソームを

野生株のそれと比較すると、30kDaリンカー（linker）ポリペプチドが著しく減

少していた。同様の結果は、変異株と野生株の全細胞抽出液でも得られた。リ

ンカーポリペプチドはフィコビリソーム構造の骨格をなすと考えられている。

これらの結果から、HtpGは非常に不安定で凝集しやすいリンカーポリペプチド

を安定化する分子シャペロンとして機能し、フィコビリソームの構築に重要な

役割を果たすのではないかと仮定した。この仮説を実証するために、PCC7942

株のHtpGと30kDaリンカーポリペプチドを大腸菌で大量発現後、精製し、こ

れらを用いて種々の生化学的解析を行なった。その結果、HtpGがリンカーポリ

ペプチドと特異的に相互作用することが明らかになった。

（3）光合成装置構成ポリペプチドや色素の生合成に果たすHtpGの役割解明

　Uroporphyrinogendecarboxylaseを大腸菌で大量発現して精製した。この酵素が

2量体を形成することと、これが活性を有することを明らかにした。今後、この

酵素とHtpGの特異的相互作用の生化学的解析を進めていく予定である。

　2004年にスイスで開催された第2回Hsp90国際会議でHtpGの標的タンパク

質（リンカーポリペプチドとUroporphyrinogen　decarboxylase）に関する発表

（ldenti且cationofHtpGinteractingtargets　incyanobac重eria）を口頭で行い高い評価

を得た。我々の発表については、この会議録が掲載されたNature　Strucrura1＆

MolecularBiology（Vbl．11，p．1155，2004）に詳しく紹介されている。

研究組織

　研究代表者1仲本　準（埼玉大学理学部助教授）

交付決定額（配分額） （金額単位：円）

直接経費 間接経費 合計

平成16年度 1，900，000 0 1，900，000

平成17年度 1，800，000 0 1，800，000

総計 3，700，000 0 3，700，000
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30．
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特定領域研究「生体超分子構造」第2回公開シンポジウム（金沢KKR）

2005．12，12－12．13

33．

仲本準

11
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34．

佐藤慎一郎、森脇義仁、濱田純也、朝井計、仲本準

「シアノバクテリアにおけるグループ3σ因子SigGの新規ターゲットの同定」
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